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論文内容要旨
 薬物相互作用の主な要因の一つのとして,投与した薬物が薬物代謝酵素遺伝子の転写を増強させるこ
 とにより,代謝酵素タンパク質の量を増加させる「酵素誘導」現象が知られている。酵素誘導が生じると,
 薬物の代謝が亢進するため有効血中濃度が維持できず,薬効低下を示す結果となる。従って,薬物代謝
 酵素の誘導メカニズムや発現調節機構を明らかにすることは,薬物相互作用を予測する上で重要な情報
 をもたらすものと考えられている。
 代表的な薬物代謝酵素であるチトクロームP450(CY費)は,薬物などの外来性物質や,ホルモンなど
 の内因性物質の代謝に関与している.CYPは遺伝子スーパーファミリーを形成しており,基質特異性の
 異なる数多くの分子種が存在する.このうち,CYPIAサブファミリーにはCY劉擬とCY暇A2の二つ
 の分子種が存在している。これらの分子種は外来性物質の代謝のみならず,癌源性物質の代謝活性化に
 も関与しており,生体内において重要な役割を果たしている。CY隅AlとCY碧A2は,2,3,7,8一亡etrac赴i
 orodibenzoΨ一dioxin(TC亙)D)や3-me謝yl曲olant勧ene(3一擁C)に代表される多環炭化水素や,omeprazoie
 (OME)などの薬物によって誘導されることが知られている.また,これらの誘導剤の多くは通常
 CYPIA1とCY臼A2の両方の分子種を誘導する.
 CY凹A1の誘導メカニズムに関しては,alyi卸drocarbonreceptor(AHR)の関与が知られており,1980
 年代から数多くの報告がある.TC亙)Dなどの誘導剤が細胞内に入るとA軽Rと結合する.誘導剤とAi{R
 の複合体が核内に移行し,AHR脆ucieartraηsloca重or(ARNT)と結合した後,CYPIAI遺伝子の57上流に
 存在するxeηobiotlcrespo聾siveeiement(XRE)(5㌧TNGCGTG-3フ)に結合することによって,CYPIAl遺
 伝子の転写が活性化される。これらの知見を基に,XRE配列を含むCYPiAl遺伝子の5'上流を付加さ
 せたレポーターベクターを用いたiηvitroの誘導評価系について数多くの報告がある。
 これに対してAHRに結合してCY尉A1を誘導する多くの化合物がCY黙A2も同時に誘導することや,
 A腿RのノックアウトマウスにおいてCY劉A1のみならずCYP!A2の誘導が見られないことなどから,
 おそらくCYPiA2遺伝子もCYP璽Aiと同様に,AHRを介した同様のメカニズムで誘導されると考えら
 れている.しかしながら,CY動A1と比べてCY黙A2遺伝子の5'上流の解析に関する具体的な報告は非
 常に数が少なく,未だ不明な点が多く残されている。
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一 Flg.丑に示すように,ヒトCY勝A1とCYPIA2遺伝子は第15番染色体上に隣接して存在している。そ
 れぞれの遺伝子は逆向きに位置しており,二つの遺伝子間には20kb以上の距離がある.この間にG脚皿
 re&6i聰g倉ameは見出されていないことから,CYPIA互とCYPiA2遺伝子は逆向きに互いの5'上流領域を
 共有している可能性がある。本研究は,CYPi擬およびCYPIA2遺伝子間の転写調節領域が薬物による
 両遺伝子の転写活性化に対してどのように作用しているのかを明らかにし,最終的には未だ不明な点の
 多いCY翼A2遺伝子の転写調節機構を明らかにすることを目的として行った.
 はじめに,ヒトCYPIA1あるいはCY門A2遺伝子の5'上流を単離し,分泌型熱安定性アルカリフォ
 スファターゼ(SEAP)をコードするレポーターベクターであるpSEAP2-Baslcのマルチクローニングサ
 イトへ組み込んだ。得られたレポーターベクターをヒト肝癌由来HepG2細胞に一過性に発現させた後,
 β噴a帥簸韻avo盤e(BNF),3-MCあるいはOME添加によるSEA》活性の変動を検討した。
 その結果,CY翼A1に関しては,複数のXREを含む5'上流6.5kbの領域が化合物による誘導に重要
 な役割を果たしていることが明らかとなった.この結果は,既に報告されている文献の内容とほぼ一致
 した。
 一方CYPiA2に関しては,5?上流約14.6kb以内の領域は,用いたいずれの化合物による誘導に対し
 ても効果を示さず,これよりさらに遠方の一22.4kbまでの領域,すなわちCY劉A1遺伝子近傍の領域が
 必須であることが初めて明らかとなった。また,CY翼A2の誘導に必須であった領域は,CYPIA1の誘
 導に関与していた領域と重複していた。このことから,薬物によるCYPlA里とCYP玉A2の誘導は,これ
 ら2つの遺伝子が共有している転写調節領域を介して同時に起こっているのではないかと予測された。
 この仮説を明らかにするためには,両遺伝子の転写活性を同時に評価する系が必要であると考え,
 CYPiA1およびCYPIA2遺伝子間の転写調節領域をSEAPおよびL艮cl看er&se(駄。)遺伝子間に挿入した
 デュアルレポーターベクター画一IA1/1A2を構築した.このpd一重A亜/1A2を用いたレポーターアッセイ
 では,Luc活性を測定することによりCYPIAlの転写活性を評価することができ,また証鰻活性を測
 定することによってCY賜A2の転写活性を評価することが可能である。麟一iAi/1A2をH叩G2細胞に
 一過性に発現させ,様々な誘導剤を処理した結果,両レポーター活性の増加が認められたことから,
 CYPIA至およびCYPIA2遺伝子間で共有している転写調節領域が両方向に作用することによって,これ
 ら2つの遺伝子の誘導が同時に生じることが初めて明らかとなった.
 さらに,この2つの遺伝子間のどの部分が両遺伝子の誘導に対して重要な役割を果たしているのかピ
 調べるために,pd-1A1/1A2に含まれる転写調節領域の一部を欠失させたデュアルレポーターベクター
 を構築して,検討を行った.その結果,CYPIA1あるいはCYPIA2遺伝子の誘導にそれぞれ必要であ
 ると示された領域が,これら二つの遺伝子の誘導に同時に関与していることが明らかとなった.また,
 CYPIA2遺伝子の近傍には,両遺伝子の化合物による誘導に対して抑制的に作用している転写調節領域
 が存在することを明らかにした.
 作成した欠失デュアルレポーターベクターを用いて,CYPIAの誘導に重要な役割を果たしていると予
 測されたXREを個々に欠失させた欠失変異体の構築を試みた.個々のXREを一つずつ欠失させても両
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 レポーター活性が完全には消失しなかったことから,複数のXREが相乗的,あるいは相加的にCYPIA
 およびCYPlA2遺伝子の転写活性化に関与している可能性が示唆された.
 ヒトCYPIAIとCY贈A2遺伝子間には,12カ所のXREが存在しているが,このうち6カ所の
 TCGCGTGあるいはTTGCGTG配列が両遺伝子の誘導に重要であると本研究結果から予想された。各
 XREのCYPIA1およびCYPIA2の誘導に対する寄与度を明らかにするためには,pd-IA1/1A2における
 個々のXREの欠失変異体を作成するなど更なる詳細な検討が必要である。
 近年,複数の遺伝子の発現調節が一つの転写調節領域を介して同時に行われるという報告がなされて
 いる。本研究ではP450サブファミリーを構成する遺伝子群が,共通する転写調節領域を介して同時に
 発現調節されていることを初めて明らかにした。多くのP450サブファミリーは同一染色体上でクラス
 ターを形成して存在している。本研究結果は,CYPIA以外のサブファミリーにおいても,クラスター全
 体の発現調節を支配する転写調節機構が存在する可能性を示唆するものである。
 また,本研究過程で作成したpd-1Al/玉A2などのデュアルレポーターベクターは,CYPIA1および
 CYPIA2の発現機構解析を行う上で,今後非常に有用なツールとなるものと思われる。また,医薬品候
 補化合物のCYPIAの誘導能を評価して薬物相互作用を引き起こす可能性を予測するスクリーニング系
 としてだけではなく,農薬や環境ホルモンなどの毒物のヒトCYP玉Aに与える影響を検討する際にも利
 用できると期待される.
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一 審査結果の要旨
 薬物代謝酵素の誘導現象は薬効変動の要因として知られている。チトクローム餌50(CYP)は,薬物
 の代謝に関与している酵素群で,CYPIAサブファミリーにはCYP1擬とCYPIA2の二つの分子種が存
 在している。CYPIA1とCYPIA2は共に,TCDDや3-methylcholanthrene,omeprazoleなどの薬物によっ
 て導される.CYPIA1の誘導は,TCDDなどが細胞内に入るとarylhydrocarbonreceptor(A腿R)と結合し,
 核内に移行したのち,CYPIA1遺伝子の5'上流に存在するxenobio肋responslveelemen重に結合すること
 によって起こる。AHRに結合してCYPIA1を誘導する多くの化合物がCYPエA2も同時に誘導するにも
 関わらず,CYPIA2遺伝子の5'上流の解析に関する知見は少なかった。ヒトCYPIA1とCYPIA2遺伝子
 は第15番染色体上に隣接して存在し,それぞれの遺伝子は20kb以上の距離をはさんで逆向きに位置し
 ている。このことから,CYPIA1とCYPIA2遺伝子は逆向きに互いの5'上流領域を共有している可能性
 がある。本研究は,CYPiA1およびCYP玉A2遺伝子間の転写調節領域が薬物による両遺伝子の転写活性
 化に対してどのように機能しているのかを明らかにし,CYPIA2遺伝子の転写調節機構を明らかにする
 ことを目的として行われた.本研究には,両遺伝子の転写活性を同時に評価する系が必要であると考え,
 CYPiA1およびCYPIA2遺伝子間の転写調節領域をSEAPおよびLuc漉rase(L慧。)遺伝子間に挿入した
 デュアルレポーターベクターpd-1A1/1A2を構築した。pd-1Ai/lA2をHepG2細胞に発現させ,誘導剤
 を処理した結果,両レポーター活性の増加が認められたことから,cyp1A1およびCYPIA2遺伝子間で
 共有している転写調節領域が両方向に作用することによって,両遺伝子が活性化されることが初めて明
 らかとなった.さらに,この2つの遺伝子間のどの部分が両遺伝子の誘導に対して重要な役割を果たし
 ているのかを調べ,CYPIA2遺伝子の近傍に両遺伝子の化合物による誘導に対して抑制的に作用してい
 る転写調節領域が存在することを明らかにした。本研究はP450サブファミリーを構成する遺伝子群が,
 共通する転写調節領域を介して同時に発現調節されていることを初めて明らかにした.本研究結果は,
 CYPIA以外のサブファミリーにおいても,クラスター全体の発現調節を支配する転写調節機構が存在す
 る可能性を示唆するものである。
 よって本研究は,薬物代謝領域の研究に寄与すること大であり,博士(薬学・医療薬学)の学位論文
 として合格と認める.
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